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I  hap te r  V l
SUMMARY AND CONCLUDING REMARKS
B a c t e r i a l  t r a n s f o r m a t i o n  i s  t h e  g e n e t i c  m o d i f i c a t i o n  o f  b a c t e r i a  f o l  l o w -
i n g  t h e i r  e x p o s u r e  t o  e x o g e n o u s  D N A .  B o t h  t h e  s t u d y  o f  t h e  a b s o r b t i o n  o f  D N A
m o l e c u l e s  b y  a  r e c i p i e n t  c e l l  a n d  t h e  i n t r a c e l l u l a r  p r o c e s s i n g  o f  e n t e r e d
D N A ,  r e s u l t i n g  i n  t h e  e x p r e s s i o n  o f  i t s  g e n e t i c  i n f o r m a t i o n ,  i s  o f  i n t e r e s t
i n  u n d e r s t a n d i n g  t h e  c o m m u n i c a t i o n  o f  t h e  c e l l  w i t h  i t s  e n v i r o n m e n t .  P a r -
t i c u l a r ' l y ,  t h e  i n t e g r a t i o n  o f  d o n o r  D N A  i n t o  t h e  r e c i p i e n t  c h r o m o s o m e ,  w h i c h
i s  a  p r e r e q u i s i t e  f o r  t r a n s f o r m i n g  a c t i v i t y  o f  e n t e r e d  c h r o m o s o m a l  D N A ,  p r o -
v i d e s  a n  i n t e r e s t i n g  t o o l  f o r  t h e  s t u d y  o f  g e n e r a l  r e c o m b i n a t i o n  4 n  u i t s o  a t
t h e  m o l e c u l a r  l e v e l .
l ' l o s t  o f  t h e  k n o w l e d g e  c o n c e r n i n g  t h e  m e c h a n i s m s  u n d e r l y i n g  b a c t e r i a l
t r a n s f o r m a t i o n  h a s  e m e r g e d  f r o m  t h e  i s o l a t i o n  a n d  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f
m u t a n t s  i r n p a i r e d  i n  t h e  p r o c e s s i n g  o f  t r a n s f o r m i n g  D N A  a n d  t h e  s t u d y  o f  t h e
molecu la r  fa te  o f  en tered  donor  DNA.  Trans format ion  o f  Bac iLLus  subt íL is  i s
i n i t i a t e d  b y  t h e  a d s o r p t i o n  o f  d o u b l e - s t r a n d e d  d o n o r  D N A  f r o m  t h e  s u r r o u n d -
i n g  m e d i u m  b y  a  D N A - b i n d i n g  p r o t e i n ,  w h i c h  i s  p a r t  o f  a  m e m b r a n e - l o c a t e d
m u l t i m e r i c  p r o t e i n  c o m p l e x .  T h e  o t h e r  c o m p o n e n t  o f  t h i s  c o m p l e x ,  a  D N A -
n u c l e a s e ,  i s  b e l i e v e d  t o  b e  i n v o l v e d  i n  t h e  d e g r a d a t i o n  o f  o n e  o f  t h e
s t r a n d s  o f  t h e  d o n o r  D N A  m o l e c u l e  a n d  t h e  s i m u l t a n e o u s  e n t r y  o f  t h e  c o m p l e -
m e n t a r y  s t r a n d .  E n t e r e d  s i n g l e - s t r a n d e d  d o n o r  D N A  f r a g m e n t s  a r e  i n t e g r a t e d
i n t o  t h e  r e c i p i e n t  c h r o m o s o m e ,  w h i c h  i s  p r o m o t e d  b y  t h e  R e c  E  g e n e  p r o d u c t .
I n t e g r a t i o n  i n i t i a l  l y  i n v o l v e s  e x p o s u r e  o f  r e c i p i e n t  b a s e - s e q u e n c e s  a n d  n u -
c l e a t i o n  a t  h o m o l o g o u s  r e g i o n s ,  f o l  l o w e d  b y  h e t e r o d u p l e x  e x t e n s i o n  a n d  d e -
g r a d a t i o n  o f  t h e  d i s p l a c e d  r e c i p i e n t  s t r a n d .  M a t u r a t i o n  o f  t h i s  r e c o m b i n a -
t i o n  i n t e r m e d i a t e  i s  a c h i e v e d  b y  t h e  f o r m a t i o n  o f  p h o s p h o d i e s t e r  b o n d s  b e -
t h / e e n  t h e  e x t r e m i t i e s  o f  t h e  d o n o r  m o i e t y  a n d  t h e  r e c Í p i e n t  c h r o m o s o m e .
U n d o u b t e d l y ,  b a s e  s e q u e n c e  h o m o l o g y  p l a y s  a  d e c i s i v e  r o l e  i n  t h e  i n t e g r a -
t i o n  p r o c e s s .  T h i s  i s  r e f l e c t e d  b y  a n  e x t r e m e l y  l o w  e f f i c i e n c y  o f  h e t e r o -
s p e c i f i c  t r a n s f o r m a t i o n ,  i n  w h i c h  t h e  d o n o r  D N A  i s  o b t a i n e d  f r o m  a  d i f f e r -
e n t ,  t h o u g h  r e l a t e d  s p e c i e s  ( C h a p t e r  I  l ) .
T h e  i n v e s t i g a t i o n s  p r e s e n t e d  i n  t h i s  t h e s i s ,  a i m e d  a t  t h e  e l u c i d a t i o n  o f
t h e  i n t r a c e l  l u l a r  p r o c e s s i n g  o f  h e t e r o l o g o u s  c h r o m o s o m a l  D N A ,  e m p h a s i z e  t h e
r o l e  o f  b a s e - s e q u e n c e  i n h o m o l o q y  i n  t h e  i n t e r a c t i o n  w i t h  t h e  r e c i p i e n t  c h r o -
m o s o m e  ( C h a p t e r  l l  +  l l t ) .  f f r e  o b s e r v a t i o n  t h a t  t h i s  i n t e r a c t i o n  r e m a i n s
f i x e d  a t  a n  i n i t i a l  s t a g e ,  p r e s e n t e d  t h e  o p p o r t u n i t y  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  r o l e
89
o f  t h e  c e l l u l a r  m e m b r a n e  i n  t h e  r e c o m b i n a t i o n  p r o c e s s  ( C h a p t e r  l V )  a n d  t h e
l o c a t i o n  o f  p r o t e i n s  k n o w n  t o  b e  i n v o l v e d  i n  D N A  e n t r y  a n d  i n  r e c o m b i n a t i o n
( C h a p t e r  V ) .
Chapter  l l  descr ibes  the  molecu la r  fa te  o f  B .  pwníLas  DNA and B.  L ícVten i -
fo rmís  DNA entered  in to  competent  B .  sub t i l zs ,  The DNAs o f  these donor
s t r a i n s  h y b r i d i z e d  w i t h  B .  s u b t í L i s  D N A  a t  a  r a t e  o f  2 4 %  a n d  1 1 % ,  r e s p e c t -
i v e l y ,  a n d  s h o w e d  v e r y  I  i t t l e  t r a n s f o r m i n g  a c t i v i t y .  T h e  e x p e r i m e n t a l  p r o -
c e d u r e  e m p l o y e d  t o  a n a l y s e  t h e  p h y s i c a l  s t a t e  o f  e n t e r e d  h e t e r o l o g o u s  d o n o r
D N A  a l l o w e d  t h e  d e t e c t i o n  o f  a s s o c i a t i o n s  b e t w e e n  d o n o r  a n d  r e c i o i e n t  D N A
t h a t  r e s i s t  h e a t i n g  a t  7 0 o C  a n d  e x p o s u r e  t o  p H  1 1 . 2 .  T h e s e  a s s o c i a t i o n s  a r e
re fer red  to  as  s tab le  complexes .  The fo rmat ion  o f  s tab le  comolexes  was re -
s t r i c t e d  t o  a  m i n o r  f r a c t Í o n  o f  t h e  e n t e r e d  h e t e r o l o g o u s  d o n o r  D N A ,  d e p e n d -
ent  on  the  degree o f  homology  be tween the  donor  and rec ip ien t  DNA,  However ,
m o s t  o f  t h e  d o n o r  D N A  e n g a g e d  i n  t h i s  s t a b l e  a s s o c i a t i o n  w a s  n o t  c o v a l e n t l y
l i n k e d  t o  t h e  r e c i p i e n t  c h r o m o s o m e  a n d  w a s ,  s i m i l a r  t o  t h e  m a j o r i t y  o f  e n -
t e r e d  h e t e r o l o g o u s  d o n o r  D N A ,  s u b j e c t  t o  g r a d u a l  d e g r a d a t i o n ,  A p p a r e n t l y ,  i n
a d d i t i o n  t o  i n h i b i t i n g  t h e  f o r m a t i o n  o f ' l o n g  r e g i o n s  o f  b a s e  p a i r i n q  b e t w e e n
d o n o r  a n d  r e c i p i e n t  D N A ,  l a c k  o f  b a s e  s e q u e n c e  h o m o l o g y  a l s o  p r e v e n t s  c o -
v a l e n t  l i n k a g e  o f  t h e  d o n o r  D N A  t o  t h e  r e c i p i e n t  c h r o r n o s o m e .
S u r p r i s i n g l y ,  t h e  r e s u l t s  p r e s e n t e d  i n  C h a p t e r  l l l  s h o w  t h a t ,  w h e r e a s  f e w
s t a b l e  c o m p l e x e s  w e r e  f o r m e d ,  t h e  m a j o r i t y  o f  e n t e r e d  h e t e r o l o g o u s  d o n o r  D N A
e f f i c i e n t l y  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  r e c i p i e n t  c h r o m o s o m e  i n  a n  u n s t a b L e  w a y .
ï h i s  a s s o c i a t i o n  d i d  n o t  r e s i s t  h e a t i n g  a t  7 0 o C  a n d  e x p o s u r e  t o  p H  1 1 . 2 ,  u n -
l e s s  p r e v i o u s l y  a r t i f i c i a l l y  s t a b i l i z e d  b y  t r e a t m e n t  w i t h  4 , ! ' , 8 - t r i m e t h y l -
p s o r a l e n  t h a t  p r o d u c e s  c r o s s l  i n k s  i n  d o u b l e - s t r a n d e d  D N A .  U n s t a b l e  d o n o r -
r e c i p i e n t  D N A  c o m p l e x  f o r m a t i o n  d e p e n d e d  o n  r e c o m b i n a t i o n - p r o f i c i e n c y  o f  t h e
r e c i p i e n t  s t r a i n  a n d  s t r a n d - s e p a r a t i o n  o f  t h e  r e c i p i e n t  c h r o m o s o m e  a n d ,  i n
a d d i t i o n ,  a p p e a r e d  t o  b e  r e l a t e d  t o  t h e  d e g r e e  o f  h o m o l o g y  b e t w e e n  d o n o r  a n d
r e c i p i e n t  D N A ,  a t  l e a s t  i n  a  q u a l i t a t i v e  w a y .  T h e r e f o r e ,  u n s t a b l e  d o n o r -
r e c i p i e n t  D N A  c o m p l e x e s  w e r e  i n t e r p r e t e d  a s  t h e  f i x a t i o n  o f  a n  e a r l y  r e c o m -
b i n a t i o n  e v e n t  i n  w h i c h  t h e  d o n o r  D N A  i s  p o o r l y  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  r e c i p i -
e n t  c h r o m o s o m e  b y  s h o r t  r e g i o n s  o f  b a s e  p a i r i n q .
T h i s  v i e w  i s  s u p p o r t e d  b y  t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  d e p r o t e i n i z a t i o n  d i d  n o t
d i s s o c i a t e  t h e  u n s t a b l e  c o m p l e x e s  ( C h a p t e r  l V ) .  B a s e d  o n  t h e  l r i g h  s e n s i t i v -
i t y  o f  t h e  d o n o r  D N A  m o i e t y  i n  t h e  c o m p ' l e x  t o  n u c l e a s e  5 1  a n d  t h e  r a p i d  d i s -
s o c i a t i o n  o f  t h e  c o m p l e x  o b s e r v e d  u n d e r  m o d e r a t e  d e n a t u r i n g  c o n d i t i o n s ,  i t
i s  a r g u e d  t h a t  t h e  d o n o r  a n d  t h e  r e c i p i e n t  D N A  w e r e  a s s o c i a t e d  e i t h e r  b y
s e v e r a l  s h o r t  s e q u e n c e s  o f  p e r f e c t l y  r n a t c h e d  b a s e p a i r s  o r  b y  l o n g e r  r e g i o n s
o n
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m i  s m a t c h e s .  I
he te ro l  ogous
t h e  i n t e g r a t i
a n d  r e c i p i e n t
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I  n  C h a p t e r
t r a n s f o r m a t i o n
s t a b l e  h o m o l o g
compl exes were
homo logous  don
t i o n ,  h e t e r o ' l  o
b r a n e ,  p r e s u m a
T o  e x a m i n e
t r a n s f o r m i n g  D l
b e  i n v o l v e d  i n
f r a g m e n t s  c a r r l
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p r o t e i n  c o m p l e
T h i s  r e s u l t  s u
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o f  b a s e  p a i r i n g  o f  a b o u t  2 0 0  n u c l e o t i d e s  c o n t a i n i n g  a p p r o x i m a t e l y  2 5 %  o f
m i s m a t c h e s .  T h e  r e s u l t s  s u m m a r i z e d  t h u s  f a r ,  i n d i c a t e  t h a t  d i s c r i m i n a t i o n  o f
he tero logous  DNA dur  ing  bac ter ia  I  t rans format  ion  ac ts  pos t -synapt íea l l y  :
t h e  i n t e g r a t i o n  s y s t e m  e f f i c i e n t l y  p r o m o t e s  i n i t i a l  n u c l e a t i o n  b e t w e e n  d o n o r
a n d  r e c i p i e n t  D N A ,  w i t h o u t  t h e  n e e d  f o r  e x t e n s i v e  h o m o l o g y .  H o w e v e r ,  t h i s
i n i t i a l  n u c l e a t i o n  b e t w e e n  t h e  t w o  m o i e t i e s  o f  D N A  i s  n o t  f o l l o w e d  b y
heterodup lex  ex tens ion  and the  fo rmat ion  o f  phosphod ies ter  bonds  be tween
d o n o r  a n d  r e c i o i e n t  D N A .
I n  C h a p t e r  l V  e v i d e n c e  i s  p r e s e n t e d  t h a t  r e c o m b i n a t i o n  d u r i n q
t r a n s f o r m a t i o n  o f  B .  s u b t i L i s  o c c u r s  a t  t h e  c e l l u l a r  m e m b r a n e ,  b e c a u s e
s t a b l e  h o m o l o g o u s  a s  w e l  I  a s  u n s t a b l e  h e t e r o l o g o u s  d o n o r - r e c i p i e n t  D N A
c o m p l e x e s  w e r e  i n i t i a l  l y  f o u n d  t o  b e  m e m b r a n e - b o u n d .  H o w e v e r ,  u n l  i k e
h o m o l o g o u s  d o n o r  r e c i p i e n t  c o m p l e x  w h i c h  w a s  s l o w l y  r e l e a s e d  d u r i n g  i n c u b a -
t i o n ,  h e t e r o l o g o u s  d o n o r - r e c i p i e n t  c o m p l e x  w a s  r e t a i n e d  a t  t h e  c e l l u l a r  m e m -
b r a n e ,  p r e s u m a b l y  d u e  t o  i t s  p r e d o m i n a n t l y  s i n g l e - s t r a n d e d  c h a r a c t e r .
T o  e x a m i n e  t h e  i n v o l v e m e n t  o f  t h e  c e l l u l a r  m e m b r a n e  i n  t h e  p r o c e s s i n g  o f
t r a n s f o r m i n g  D l l A  i n  Í n o r e  d e t a i l ,  t h e  m e m b r a n e  l o c a t i o n  o f  p r o t e i n s  k n o w n  t o
b e  i n v o l v e d  i n  t h i s  p r o c e s s i n g  w a s  i n v e s t i g a t e d .  T o  t h i s  a i m  m e m b r a n e
f ragments  car ry ing  chromosomal  D l ' lA  were  separa ted  f rom f ree  membrane f rag-
r n e n t s .  B y  m e a n s  o f  t w o d i m e n s i o n a l - g e l e l e c t r o p h o r e s i s ,  s e v e r a l  p r o t e i n s  w e r e
d e t e c t e d  t h a t  w e r e  u n i q u e l y  p r e s e n t  o r  c o n s i d e r a b l y  e n r i c h e d  i n  t h e  m e m -
brane-DNA complex  and no t  in  the  f ree  membrane f ragments .  Among these pro-
t e i n s ,  t h e  R e c  E  g e n e  p r o d u c t  i n v o l v e d  i n  r e c o m b i n a t i o n ,  a n d  t h e  m u l t i m e r i c
p r o t e i n  c o m p l e x  i n v o l v e d  i n  b i n d i n g  a n d  e n t r y  o f  d o n o r  D N A  w e r e  p r e s e n t .
T h i s  r e s u l t  s u g g e s t s  t h a t  t h e  m e m b r a n e  s i t e s  a t  w h i c h  d o n o r  D l ' l A  i n t e g r a t e s
i n t o  t h e  r e c i p i e n t  c h r o m o s o m e  a r e  i n  t h e  v i c i n i t y  o f  t h e  s i t e s  o f  e n t r y  o f
donor  DNA th rough the  membrane (Chapter  V) .
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